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Resumo 
Dentre os principais componentes de matriz extracelular (MEC) depositados nas rotas 
migratórias da crista neural (CN) destacam-se as moléculas de colágeno IV (CL IV), 
fibronectina (FN) e laminina (LN). Apesar de numerosos estudos demonstrarem o papel 
destas moléculas da MEC na migração da CN, pouco se sabe sobre seus efeitos na 
proliferação e diferenciação da CN. No presente trabalho demonstramos que CL IV, FN 
e LN afetam diferentemente a migração, diferenciação e proliferação da CN cefálica 
murina. Observamos um padrão de migração similar sobre FN e CL IV, sendo estes 
valores (2,09 e 1,85 x mm2, respectivamente) maiores do que os observados sobre LN 
(1,37 x  mm2). Já a proliferação celular da CN foi mais pronunciada sobre LN (69% das 
células), valor duas e sete vezes maiores do que os observados em FN e CL IV, 
respectivamente. Quanto à diferenciação celular, CL IV apresentou a maior proporção 
de neurônios (4%) e a menor proporção de células gliais (17%). Por outro lado, FN 
apresentou a expressão mais pronunciada de miofibroblastos (20%), sendo este efeito 
resultado principalmente de uma elevada diferenciação deste fenótipo na fase pós-
migratória, apresentando a proliferação celular papel menos importante neste processo. 
Verificamos ainda que a morte celular também parece não influenciar esse processo. 
Ensaios de inibição utilizando o peptídeo GRGDS sugerem que o efeito da FN na 
expressão de miofibroblastos ocorre por meio de interação integrina-sítio RGD de FN. 
Desta forma pudemos constatar que a FN é um componente microambiental capaz de 
influenciar a diferenciação da CN em miofibroblastos. 
 
 
 
 vi
 Abstract 
Type IV collagen (CL IV), fibronectin (FN) and laminin (LN) are primary 
components of the extracellular matrix (ECM) deposited along neural crest (NC) 
migratory pathways. Although numerous experiments have demonstrated the influence 
of these molecules in NC migration, very little is known about their function in NC 
differentiation and proliferation. In the present work it was shown that CL IV, FN and LN 
differently affect the migration, proliferation and differentiation of murine cranial NC. NC 
cells migrate similarly on FN and CL IV (2,09 e 1,85 x mm2, respectively), being these 
values higher than those obtained on LN (1,37 x  mm2). On the other hand, LN displayed 
the highest values of cell proliferation (69% of the cells), being this value two and seven-
folds higher than the observed on FN and CL IV, respectively. CL IV presented the 
highest proportion of neurons (4%) and the lowest proportion of glial cells (17%). On the 
other hand, FN displayed the highest expression of myofibroblasts (20%). Such effect 
results of a high differentiation of this cell phenotype at the post migratory phase, being 
considered the proliferation of such cell phenotype a little important event to this 
process. We also verified that the overall cell death also does not look to influence such 
process. Inhibition assays using GRGDS suggest that the FN effect in myofibroblast 
expression occurs due to integrin-FN RGD site interactions. In conclusion, we could 
observe that FN in an important microenvironmental component able to influence the NC 
differentiation into myofibroblasts. 
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1. Introdução 
1.1. Células tronco 
 Célula tronco (CT) é tradicionalmente definida como uma célula capaz de se 
auto-renovar e diferenciar em ao menos 2 fenótipos celulares diferentes (WEISSMAN, 
2000a, 2000b). A auto-renovação pode se dar por divisão simétrica, onde há geração 
apenas de novas células tronco, ou assimétrica, onde há geração de novas células 
tronco juntamente com células progenitoras (células parcialmente comprometidas 
fenotipicamente) (SANDERS et al., 2006). 
 
1.1.1. Células tronco da crista neural 
A complexidade do corpo dos vertebrados é dada em grande parte pela crista 
neural (CN), uma fonte de células mesenquimais multipotentes originada na borda das 
ectodermes neurais e não neuronais (LE DOUARIN, 1999;  HUANG; SAINT-JEANNET, 
2004).   
A existência das células da CN em vertebrados agnatos (MCCAULEY; 
BRONNER-FRASER, 2006) e possivelmente em outros vertebrados primitivos (XIAN-
GUANG et al., 2002), sugere o surgimento da CN já nos primeiros vertebrados. Devido 
à aparente ausência de células migratórias na região dorsal do tubo neural e dos 
principais derivados da CN em cordados invertebrados, tem sido amplamente aceita a 
idéia de que esta população celular teve sua origem evolutiva nos primeiros 
vertebrados, podendo ter sido uma estrutura chave para a evolução deste subfilo 
(SHIMELD; HOLLAND, 2000). Entretanto os cordados invertebrados possuem algumas 
estruturas semelhantes aos derivados da CN como células neurogênicas migratórias 
(JEFFERY, 2007), tecidos semelhantes à cartilagem (BRITTAN; WRIGHT, 2004), 
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células pigmentadas (JEFFERY, 2007) e neurônios sensoriais periféricos (HOLLAND et 
al., 1996). Estas estruturas permitem a sugestão de que as células da CN possam não 
ser restritas a vertebrados (MANNI et al., 2001;  BLAIR; HEDGES, 2005). Desta forma 
ainda é pouco claro se a CN surgiu nos vertebrados primitivos ou se é uma estrutura 
derivada das células semelhantes à CN encontrada em cordados invertebrados 
(JEFFERY, 2007). 
A CN é uma estrutura originada no processo de neurulação, onde ocorre o 
dobramento da neuroectoderme (placa neural) sobre si para a formação do tubo neural. 
Este processo se inicia durante a gastrulação, quando o neuroepitélio é induzido a se 
diferenciar a partir da ectoderme da linha média dorsal. Uma seqüência de interações 
moleculares envolvendo o fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e o antagonismo 
promovido pelo fator morfogênico de osso (BMP) têm se demonstrado importantes na 
mediação da indução neuronal (STERN, 2002). A placa neural formada passa então por 
uma série de processos celulares coordenados, denominados de extensão 
convergente, onde células se movem medialmente, se intercalando na linha média 
(KELLER, 2002).  
As células da CN murina são geradas ao longo de quase todo o eixo corporal na 
interface entre a superfície da ectoderme e a placa neural do embrião, em uma região 
denominada de borda da placa neural. Durante este processo de indução, as células 
neuroepiteliais sofrem uma transformação epitelial-mesenquimal e emigram do tubo 
neural, sendo necessárias significantes alterações de padrões de citoarquitetura e de 
adesão (TRAINOR, 2005). A indução da CN se dá principalmente pela expressão de 
genes da família de fatores de transcrição tipo dedos de zinco Snail (NIETO et al., 
1994;  MAYOR; MORGAN; SARGENT, 1995), os quais exercem papeis essenciais na 
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transformação epitelio-mesenquimal por reprimirem a expressão da molécula de 
adesão E-caderina (CANO et al., 2000).   
A formação e migração da CN murina inicia-se aproximadamente no estágio de 4 
a 5 somitos, na região caudal ao mesencéfalo e rostral ao rombencéfalo (NICHOLS, 
1986). Tal processo continua simultaneamente rostralmente no sentido do prosencéfalo 
e caudalmente a esta estrutura (Figura 1). 
 
 Figura 1. Diagrama esquemático das regiões do sistema nervoso central em 
desenvolvimento (GILBERT, 2003).  
 
Em embriões de aves, a migração da CN inicia após o fechamento do tubo 
neural. Entretanto, este não é o caso dos mamíferos, onde a formação e migração da 
CN inicia logo após o início fusão das duas metades bilaterais da placa (TRAINOR, 
2005). Normalmente há um curto intervalo de tempo no qual as células da CN são 
induzidas a se soltarem e emigrarem da porção dorsal do tubo neural, sendo que este 
período, em camundongos, dura aproximadamente 7 a 9 horas (OSUMI-YAMASHITA et 
al., 1994).  
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Durante e após seu processo de migração pelo embrião, as células da CN se 
diferenciam em uma ampla variedade de fenótipos celulares (Figura 2). A CN origina 
todos os melanócitos do corpo (com exceção do epitélio pigmentar retinal que possui 
origem no neuroepitélio óptico) (BHARTI et al., 2006), a maioria dos neurônios e células 
gliais do sistema nervoso sensório, simpático e parassimpático; células 
adrenomedulares; e musculatura lisa, ossos e cartilagens da região crânio-facial (LE 
DOUARIN, 1999). A CN pode ser dividida em quatro domínios principais distribuídos ao 
longo do eixo antero-posterior, que em certos trechos podem se sobrepor, cada um com 
derivados e funções características.  
 
Figura 2. Alguns derivados da crista neural 
Derivado Tipo celular ou estrutura derivada 
Sistema nervoso periférico Neurônios, incluindo gânglios sensoriais, 
gânglios simpáticos e parassimpáticos e 
plexos 
 Células Gliais e de Schwann 
Derivados endócrinos e paraendócrinos Medula da glândula adrenal, células 
secretoras de calcitonina, corpo carótido 
das células tipo I 
Melanócitos Melanócitos epidermais 
Cartilagem e ossos faciais Osteócitos e condrócitos  
Tecidos conjuntivos Epitélio e estroma da córnea 
 Papilas dentárias 
 Derme, musculatura lisa e tecido adiposo 
da pele da cabeça e do pescoço 
 Tecido conjuntivo das glândulas salivares, 
lacrimais, tireóide, pituitária e timo 
 Tecido conjuntivo e musculatura lisa de 
artérias de origem aórtica 
Fonte: (GILBERT, 2003) 
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A CN cefálica (também denominada CN craniana ou cranial), que vai da porção 
media do diencéfalo até o inicio dos somitos (caudalmente ao terceiro arco faríngeo) 
(PLA; LARUE, 2003), migra dorso-lateralmente (Figura 3) e produz um mesênquima 
que se diferencia em cartilagem, ossos, nervos cranianos, células gliais e tecidos 
conectivos da cabeça (DARLAND; LEBLANC, 1996). Estas células migram entre os 
rombômeros do rombencéfalo e entram pelos arcos faríngeos e outros tecidos em 
formação da cabeça, vindo a dar origem ao timo, odontoblastos, ossos do ouvido médio 
e da mandíbula (GILBERT, 2003).  
 
 
 
Figura 3. Diagrama esquemático das rotas migratórias na CN Cefálica (SCHINKE; 
IZUMO, 1999). 
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A CN cardíaca, considerada por muitos autores uma subdivisão da CN cefálica 
(LE DOUARIN, 1999;  HUTSON; KIRBY, 2007), se insere entre o placóide ótico e a 
extremidade caudal do terceiro par de somitos, correspondendo aos rombômeros 6 a 8 
(HUTSON; KIRBY, 2007). A CN cardíaca parece representar uma região transitória 
entre a CN cefálica e truncal devido ao fato de apresentar algumas propriedades de 
ambas as regiões. A CN desta região dá origem a melanócitos, neurônios (incluindo a 
inervação parassimpática do coração) (KIRBY; STEWART, 1983), cartilagem, todo o 
tecido conectivo e muscular das grandes artérias do coração, septo aórtico-pulmonar,  
tecido conectivo das glândulas tireóide, paratireóide e timo (LE LIEVRE; LE DOUARIN, 
1975;  BOCKMAN; KIRBY, 1984), válvulas semilunar e átrio-ventricular  (WALDO; LO; 
KIRBY, 1999;  NAKAMURA; COLBERT; ROBBINS, 2006).  
Já as células da CN vagal (localizados na altura do primeiro ao sétimo somito) e 
sacral (localizadas na altura do vigésimo oitavo somito até a extremidade caudal do 
tubo neural)  (PLA; LARUE, 2003), originam a maior parte do sistema nervoso entérico, 
especialmente o gânglio parassimpático do intestino (DONNELL; BANNIGAN; PURI, 
2005).   
A CN truncal, que é localizada na altura do oitavo ao vigésimo sétimo somito 
(PLA; LARUE, 2003), apresenta duas rotas migratórias (Figura 4). A primeira onda 
migratória é a dorso-ventral sobre o esclerotoma, dando origem aos gânglios da raiz 
dorsal (quando não atravessam completamente o esclerotoma) ou aos gânglios 
parassimpáticos, medula adrenal a inervação da aorta (quando atravessam 
completamente o esclerotoma) (LE LIEVRE; LE DOUARIN, 1975;  GILBERT, 2003). A 
CN deste domínio pode ainda, em uma segunda onda migratória, tomar uma rota 
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dorso-lateral, entre a derme e a epiderme, se instalando sob o ectoderma, dando 
origem aos melanócitos (ERICKSON; GOINS, 1995).  
   
 
 
 
Figura 4. Diagrama esquemático das rotas migratórias na CN truncal (GILBERT, 
2003). 
 
1.2. Diferenciação celular 
De maneira geral diferenciação celular pode ser definido como um processo pelo 
qual uma célula progenitora adquire um novo fenótipo que permite a execução de 
atividades especificas, sendo este processo acompanhado pela ativação de grupos 
específicos de genes e inativação de outros.   
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1.3. Morte Celular 
 O fenômeno de morte celular, além de ser uma característica importante no 
desenvolvimento, parece também ser causa de muitas doenças, como por exemplo as 
neurodegenerativas (MATTSON, 2000). 
 A morte celular excitotóxica pode ser tanto necrótica quanto apoptótica 
(BONFOCO et al., 1995;  MATTSON, 2000). A necrose envolve rápido inchaço celular e 
é caracterizada por perda da integridade da membrana celular, resultando em perda de 
íons potássio, entrada de íons sódio e queda do potencial de membrana, redução no 
metabolismo energético com diminuição dos níveis de ATP, diminuição da síntese de 
macromoléculas, destruição de mitocôndria e de outras organelas até o rompimento da 
membrana e extravasamento no conteúdo intracelular (SASTRY; RAO, 2000). 
 A morte celular por apoptose é uma resposta programada, lenta em curso de 
tempo e envolve retração celular, condensação da cromatina e fragmentação do DNA 
(CLARKE, 1990), sem diminuição de níveis de ATP (MATTSON, 2000). A apoptose 
pode ser ativada por sinais intrínsecos ou extrínsecos. Dentre as características 
bioquímicas encontradas na apoptose ativada por sinais intrínsecos pode-se citar a 
translocação de proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 (Bax e Bad) do citosol para a 
mitocôndria e liberação do citocromo C para o citosol. A presença do citocromo no 
citosol leva à ativação de enzimas denominadas caspases (cisteína-proteases) 
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998;  MATTSON, 2000). Já a ativação da apoptose por 
sinais extrínsecos envolve a participação de receptores de membrana, como por 
exemplo o receptor Fas (CD95), que interage com domínios de morte celular de uma 
proteína associada ao Fas, levando a ativação da caspase 8, que por sua vez ativa as 
caspases 3 e 7 (ZHANG; HERMAN, 2002). A ativação de uma cascata de caspases 
 9
pode então ativar DNAses que são responsáveis pela clivagem do DNA em fragmentos 
internucleossomais (NAGATA, 2000). 
 Um dos mecanismos que controlam a apoptose em miofibroblastos envolve a 
degradação proteolítica de Fibronectina (FN), sendo este processo seguido pela perda 
de adesões focais a esta proteína extracelular (LESKINEN et al., 2003). A cinase de 
adesão focal, um dos mediadores das adesões focais e sobrevivência de 
miofibroblastos, é rapidamente degradada na presença de produtos de degradação da 
FN. Neste processo, mediadores regulados pela cinase de adesão focal de 
sobrevivência são inativados por desfosforilação, desencadeando o processo de morte 
celular por apoptose (LESKINEN et al., 2003).   
 
1.4. Proteínas da matriz extracelular 
A matriz extracelular (MEC) corresponde a um complexo multifuncional de 
proteínas, como FN, laminina (LN), colágeno (CL) e tenacina e proteoglicanas, como 
hialuranana, decorina, perlecana e agrecana. Estes componentes são dispostos de 
maneira altamente organizada, propiciando integridade estrutural à maioria das células 
em organismos vivos (VENSTROM; REICHARDT, 1993;  TANZER, 2006) (Figura 4).  
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Figura 5. Organização dos complexos multifuncionais de proteínas e 
proteoglicanos da matriz extracelular (STEVE, 2007). 
 
Os principais mediadores dos efeitos da MEC sobre as células são os receptores 
de adesão do tipo integrinas. As integrinas são moléculas transmembranares 
compostas por duas subunidades de glicoproteínas denominadas α e β, associadas não 
covalentemente (Figura 6) que quando ativadas iniciam diversas sinalizações 
intracelulares, podendo ativar uma variedade de tirosina cinases e GTPases 
(GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999;  GIANCOTTI; TARONE, 2003), resultando na 
regulação de propriedades celulares como adesão, migração, proliferação, expressão 
gênica, morfologia, sobrevivência e diferenciação (SECHLER; SCHWARZBAUER, 
1998;  SERINI et al., 1998;  WU et al., 1998;  NAGEL; WINKLBAUER, 1999;  
SCHWARZBAUER; SECHLER, 1999;  STREULI, 1999;  PESHEVA; PROBSTMEIER, 
2000;  TAKANO et al., 2002;  TANZER, 2006). Além disto, sinais provenientes de 
integrinas são capazes de regular sinais gerados por fatores de crescimento 
(FFRENCH-CONSTANT; COLOGNATO, 2004). 
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Figura 6. Estrutura em subunidades de um receptor de membrana do tipo 
integrina (ALBERTS, 2002). 
 
 
1.4.1. Lamininas 
Depois dos CLs a LN é o componente mais abundante da MEC. A LN é uma 
glicoproteína heterodimérica em forma de cruz de aproximadamente 70 nanômetros de 
comprimento, formada por uma cadeia α de 400 Kilo Daltons (KDa) e por duas cadeias 
(β e γ), de aproximadamente 215KDa e 205KDa, respectivamente (HYNES, 1987;  
FARWELL; TRANTER; LEONARD, 1995;  NGUYEN; SENIOR, 2006) (Figura 6). As 
cadeias α são consideradas a porção funcionalmente ativa da molécula devido ao fato 
de carregarem os principais domínios de interação com receptores celulares 
(HALLMANN et al., 2005). Através da combinação das 5 formas de cadeia α, 4 de β e 3 
de γ a LN pode se apresentar em 15 isoformas diferentes (COLOGNATO; 
WINKELMANN; YURCHENCO, 1999;  SASAKI; FASSLER; HOHENESTER, 2004). 
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A regionalização das moléculas de LN na MEC é determinada pelos contatos 
focais, que são complexos macromoleculares formados pelo agrupamento de integrinas 
a microfilamentos de actina (REICHARDT; TOMASELLI, 1991;  FARWELL; TRANTER; 
LEONARD, 1995;  NGUYEN; SENIOR, 2006).  
 
 
Figura 7. Estrutura da laminina (ALBERTS, 2002). 
 
1.4.2. Fibronectina 
A FN é uma glicoproteína multifuncional encontrada na MEC, composta de duas 
subunidades unidas por pontes dissulfeto, próximas às extremidades C-terminais 
(Figura 8). Apresenta domínios específicos para ligação com outras proteínas da MEC, 
para glicosaminoglicanos e mais de doze tipos de heterodímetos de integrinas (sítios de 
ligação à célula) (DARRIBERE et al., 2000;  ZAGRIS, 2001). No sítio de ligação à 
célula, a seqüência Arginina-Glicina-Asparagina (RGD) possui papel crucial no 
processo de adesão celular (Figura 8), promovendo ligação com integrinas e permitindo 
assim processos de migração e espalhamento celular (OBARA; YOSHIZATO, 1995;  
MOULD et al., 1997;  MILNER, 2007).  
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O sítio RGD é encontrado em diversos ligantes que interagem com integrinas 
incluindo FN, vitronectina, CL e uma variedade de outras proteínas adesivas 
(CARDARELLI et al., 1992). Mesmo sendo uma pequena seqüência peptídica, 
experimentos utilizando RGD sintético demonstram que este peptídeo é capaz de, por 
inibição competitiva, afetar a ligação integrina-FN (TAKANO et al., 2002). Seqüências 
RGD são reconhecidas por diversos membros da família das integrinas como α3β1, 
α5β1, αvβ1, αvβ3 e αvβ5. Cada integrina, entretanto, reconhece especificamente seu 
próprio grupo de moléculas da MEC, indicando que ligações fortes requerem mais do 
que apenas a seqüência RGD (ALBERTS, 2002). 
A molécula de FN possui ainda em seu domínio C-terminal, duas regiões de 
ligação à heparina, onde a seqüência PPRR medeia a ligação celular à sindecana 4. A 
interação celular com domínios de ligação de heparina é essencial para a formação de 
estruturas de adesão estáveis, incluindo contatos focais (WOODS et al., 2000).  
A FN pode exercer efeitos importantes sobre funções celulares como proliferação 
(SECHLER; SCHWARZBAUER, 1998;  SOTTILE; HOCKING; SWIATEK, 1998). Em 
experimentos onde se promoveu a desorganização da matriz de FN, houve redução na 
atividade de ciclina E-cdk2, o que afetou diretamente a progressão do ciclo celular 
(BOURDOULOUS et al., 1998). A ação conjunta de FN com fatores de crescimento 
podem ainda regular processos de diferenciação (SERINI et al., 1998) e migração 
celular (NAGEL; WINKLBAUER, 1999). 
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Figura 8. Estrutura da fibronectina com o sítio RGD de ligação à célula 
(ALBERTS, 2002). 
 
1.4.3. Colágenos 
Os CLs correspondem a uma família moléculas de MEC que exercem como 
principal papel, a manutenção da integridade estrutural de órgãos e tecidos. As funções 
dos CLs podem ser ilustradas pela variedade de manifestações clínicas provenientes 
de mutações em quaisquer dos vinte e dois genes para dentre os mais de vinte tipos de 
CL conhecidos. As conseqüências destas mutações vão de fenótipos letais precoces à 
predisposição a certos tipos de doença (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2001). Os CLs 
também possuem papel importante na cicatrização de ferimentos e recuperação de 
fraturas, havendo retardo destes processos em casos onde a sua produção é afetada. 
Por outro lado, a superprodução de CLs, pode levar a fibroses de tecidos e órgãos 
(KIVIRIKKO, 1993). 
Os CLs podem ser classificados em 19 tipos (KIVIRIKKO, 1993;  BROWN; TIMPL, 
1995;  KADLER, 1995;  OLSEN, 1995;  PROCKOP; KIVIRIKKO, 1995), sendo que mais 
de quinze proteínas possuem domínios semelhantes à CL (PROCKOP; KIVIRIKKO, 
1995;  SRIVASTAVA et al., 1997;  BECK; BRODSKY, 1998;  KIVIRIKKO; 
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PIHLAJANIEMI, 1998;  CHUNG; AU; HUANG, 1999;  EZER et al., 1999;  KRAAL et al., 
2000). Todos os CLs consistem de três cadeias polipeptídicas, as cadeias α, que são 
empacotadas umas sobre as outras em uma estrutura em tripla hélice. Em alguns tipos 
de CLs as três cadeias α são idênticas, enquanto que em outros há a presença de dois 
ou até três tipos diferentes. Nestas cadeias todo o terceiro aminoácido é uma glicina, 
podendo a seqüência ser expressa como (glicina – X – Y)n, onde X e Y representam 
aminoácidos diferentes de glicina (X e Y são freqüentemente prolina e Y 4-
hidroxiprolina, respectivamente) e n variações de acordo com o tipo e domínio de CL. 
Por razões de organização espacial das cadeias de CL, a presença de glicina, o menor 
dos aminoácidos, se faz essencial para que se possa dar o entrelaçamento das 3 
cadeias α (figura 9). (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2001).  
Dentre os diversos tipos de CLs, o do tipo IV (CL IV) se destaca por ser o 
componente estrutural mais importante das membranas basais, integrando LNs, 
nidogênios e outros componentes em um agregado supramolecular estável. A estrutura 
do CL IV é caracterizada por três domínios: o N-terminal 7S, o C-terminal globular e a 
tripla hélice central. Já foram identificadas 6 cadeias de subunidades, α1(IV) à α6(IV), 
associando-se em três moléculas heterodiméricas distintas. A forma predominante é a 
de heterodímeros α1(IV)2α2(IV), que formam redes na maioria das membranas basais 
tanto de embriões quanto de adultos (HUDSON; REEDERS; TRYGGVASON, 1993). Já 
as isoformas α3(IV)-α6(IV) apresentam-se restritas a alguns tecidos, e formam também 
heterodímeros independentes em uma rede homotípica de α3(IV)α4(IV)α6(IV), sendo 
restritas aos rins e pulmões (BORZA et al., 2001). 
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Figura 9. Estrutura em tripla helice do colágeno IV (TORRA et al., 2004).  
 
1.5. Papel da interação célula-MEC no desenvolvimento 
De maneira geral, a resposta biológica à MEC envolve múltiplas interações das 
células com moléculas individuais de MEC em seus diversos sítios. Os efeitos da MEC 
nos processos celulares são mediados por receptores de superfície celular (BOKEL; 
BROWN, 2002). Receptores de diversas naturezas participam do processo de 
transdução de sinal da MEC para o citoplasma e núcleo da célula. Dentre estes, pode-
se mencionar as integrinas, receptores tipo tirosina cinase e fosfatase, receptores da 
superfamília das imunoglobulinas, distroglicanas e proteoglicanas (SCHWARZBAUER; 
SECHLER, 1999;  KUCHENBAUER et al., 2001;  SCHWARTZ, 2001;  HOFFMAN et al., 
2002;  KLEINMAN; PHILP; HOFFMAN, 2003). Outro aspecto importante neste processo 
é o fato da maioria das MECs que produzem efeito biológico, onde se incluem LNs, 
CLs, trombosporinas e FN, possuir múltiplos sítios ativos, comumente heterogêneos 
quanto às atividades e interações com receptores (KLEINMAN; PHILP; HOFFMAN, 
2003). 
A importância da MEC no desenvolvimento tem sido demonstrada em estudos in 
vivo utilizando a deleção de genes (GUSTAFSSON; FASSLER, 2000). Camundongos 
que não possuem genes codifidadores para certos componentes da MEC normalmente 
morrem antes do nascimento. A membrana basal, um componente crítico para as fases 
iniciais do desenvolvimento, principalmente por estar envolvida na manutenção da 
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arquitetura de tecidos e fornecer substrato para processos de migração e morfogênese, 
é composta por LN, CL IV, perlecana, entactina/nidogênio e diversos tipos de fatores de 
crescimento (COLOGNATO; YURCHENCO, 2000;  SHIMIZU et al., 2002;  
KRAMEROVA; KRAMEROV; FESSLER, 2003).  No estágio de duas células, a primeira 
MEC sintetizada (cadeia γ1 de LN) serve de suporte inicial para o desenvolvimento. 
Camundongos que não expressam o gene para a cadeia γ1 de LN não conseguem 
organizar a membrana basal adequadamente e morrem normalmente no quinto dia do 
desenvolvimento embrionário (COLOGNATO; YURCHENCO, 2000;  GUSTAFSSON; 
FASSLER, 2000;  LI et al., 2002;  SHIMIZU et al., 2002;  KRAMEROVA; KRAMEROV; 
FESSLER, 2003). Outro exemplo é o de camundongos que não expressam o gene para 
a cadeia α2 de LN, que possuem fenótipo semelhante ao de animais com distrofia 
muscular. A maioria dos casos de distrofia muscular humana está associada a 
mutações ou perda da cadeia  α2 de LN. É admissível que novas doenças genéticas 
relacionadas a alterações em componentes da MEC ainda sejam descobertas 
(KLEINMAN; PHILP; HOFFMAN, 2003). 
Estudos in vitro têm demonstrado que a MEC e fatores de crescimento regulam a 
diferenciação de células tronco. Um exemplo disto é observado em culturas de células 
tronco embrionárias, onde uma membrana basal composta por LN tipo 1, CL IV, 
perlecana, entactina e fatores de crescimento em um meio condicionado de 
fibroblastos, é capaz de suprir a necessidade do uso de monocamadas alimentadoras 
de fibroblasto (usualmente essencial para a manutenção de células tronco embrionárias 
em cultura) (XU et al., 2001). Outro exemplo é o de culturas de células tronco de 
blastocisto de macacos, que na presença de matrigel (preparação rica em LN, CL IV, 
proteoglicana de sulfato de heparana e entactina) se diferenciam em estruturas 
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semelhantes à glândula e na presença de MEC de extrato de cartilagem se diferenciam 
em condrócitos (KLEINMAN; PHILP; HOFFMAN, 2003). 
 
1.5.1. Papel da interação célula-MEC no desenvolvimento da CN 
Para seu processo de migração celular, a CN requer mudanças nas interações 
célula-célula, célula-MEC e reorganização da MEC. A CN migra através da lâmina basal 
em formação, que só se estrutura de forma permanente após a completa emigração da 
CN. Durante este processo proteínas da MEC como FN, CL I, CL IV, LN  e tenascina 
encontram-se distribuidas lateralmente ao tubo neural e são tidas como facilitadoras da 
migração da CN (LE DOUARIN, 1999). A migração da CN nestas MECs se dá 
principalmente por interações envolvendo integrinas das sub-familias β1 e β3 
(DELANNET et al., 1994;  DESBAN; DUBAND, 1997;  KIL et al., 1998), entretanto 
acredita-se que diversas outras famílias de integrinas também estejam envolvidas neste 
processo (ALFANDARI et al., 2003). Por outro lado, moléculas não permissivas como 
agrecana, versicana (PERRIS et al., 1991;  LANDOLT et al., 1995;  PERRIS et al., 
1996) e CL IX (RING; HASSELL; HALFTER, 1996) estão presentes em regiões onde 
não é observada a migração da CN,  atuando como verdadeiras barreiras.  
Uma caracteristica particular do desenvolvimento da CN é a geração de diferentes 
grupos de derivados fenotípicos, dependendo da localização antero-posterior no 
embrião, especialmente quanto a geração dos derivados mesenquimais cartilagem, 
ossos e musculatura lisa, exclusiva da região cefálica. Diferenças regionais dos 
destinos fenotípicos da CN parecem ser determinados em parte por sinais que atuam 
após o processo de migração celular (DARLAND; LEBLANC, 1996;  LE DOUARIN, 
1999). Tem sido relatado que a MEC promove a diferenciação da CN em determinados 
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fenótipos in vivo, entretando os mecanismos pelos quais tais processos ocorrem 
permanecem pouco conhecidos (LORING; GLIMELIUS; WESTON, 1982;  ROGERS; 
BERNARD; WESTON, 1990;  TAKANO et al., 2002).  
Apesar da abundância de estudos abordando a distribuição da MEC ao longo das 
rotas migratórias da CN, é ainda pouco compreendido o papel destas moléculas em 
processos como de proliferação, diferenciação e morte celular da CN. Considerando a 
relação existente entre a rota migratória e os destinos fenotípicos da CN, surge uma 
questão fundamental: a especificação das células da CN ocorre quando estas entram 
em contato com fatores locais após a passagem por rotas migratórias especificas ou 
este processo se dá por um programa celular pré-estabelecido que determina a 
responsividade destas células a fatores microambientais durante o processo de 
migração?  
Neste trabalho buscou-se investigar os efeitos de diferentes componentes da MEC 
(LN, FN, CL IV) no desenvolvimento dos derivados da CN. Tal estudo visa fornecer 
dados adicionais quanto aos componentes ambientais que possam estar influenciando 
processos como migração, proliferação, morte e diferenciação da CN, de forma a 
interferir em sua morfogênese.   
 
 
 
 
 
 
 
 20
2. Objetivos 
2.1. Objetivo Geral 
 Investigar o papel da matriz extracelular na morfogênese das células da crista 
neural cefálica de camundongos. 
2.2. Objetivos Específicos 
1. Avaliar o efeito de Colágeno tipo IV, Fibronectina e Laminina na migração, 
proliferação e morte celular da crista neural cefálica de camundongos; 
2. Avaliar o efeito de Colágeno tipo IV, Fibronectina e Laminina na diferenciação da 
crista neural em células gliais, neurônios e miofibroblastos; 
3. Reconhecer os mecanismos envolvidos nos efeitos da matriz extracelular sobre as 
células da crista neural. 
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3. Materiais e métodos 
3.1. Materiais 
3.1.1. Reagentes 
3-3'-5 triiodo-L-tironina (T3), 4'-6-diamino-2-fenilindol (DAPI), anticorpo murino 
tipo Imunoglobulina (Ig)G1 anti-β tubulina III, anticorpo murino tipo IgG2a anti-actina de 
músculo liso (SMA), anticorpo secundário anti-IgG cunicular conjugado a isotiocianato 
de fluoresceína (FITC), anticorpo secundário anti-IgG1 murina conjugado a vermelho do 
texas (TxRd), anticorpo secundário anti-IgG2a (IgG2a) murina conjugado a vermelho do 
texas (TxRd), estreptomicina,  fator de crescimento de epiderme (EGF), fator de 
crescimento de fibroblasto (FGF), glucagon, hidrocortisona, insulina, penicilina, 
transferrina, tripsina, triton X100 e tween 20 foram adquiridos da Sigma. 
5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) foi adquirido da Invitrogen. 
Ácido clorídrico foi adquirido da F. Maia. 
Ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foi adquirido da Vetec 
Anticorpo cunicular anti-IgG1 murina conjugado FITC da Santa Cruz. 
Anticorpo cunicular tipo Ig G anti-proteína fibrilar ácida de células gliais (GFAP) 
foi adquirido da Dako. 
Anticorpo murino anti-5-bromo-2’-deoxiuridina foi adquirido da Calbiochem. 
Anticorpo murino tipo Ig G1 anti-beta tubulina III foi adquirida da Promega. 
Cloreto de potássio e fosfato de potássio foram adquiridos da Reagen. 
Cloreto de sódio foi adquirido da Dinâmica. 
Colágeno tipo IV, fibronectina, laminina e meio mínimo essencial modificado alfa 
(α-MEM) foram adquiridos da Gibco. 
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Fosfato de sódio dibásico foi adquirido da Synth. 
Glicerina foi adquirida da Merck. 
Paraformaldeído (PF) foi adquirido da Vetec. 
Placas de cultura de 35 milímetros e de 96 poços foram adquiridos da Corning. 
Soro Fetal Bovino (SFB) foi adquirido da Cultlab. 
 
3.1.2. Equipamentos 
Centrífuga, Excelsa baby – FANEM. 
Centrífuga, 5415 D – Eppendorf. 
Estufa úmida de CO2, Revco 
Fluxo laminar, Vecco. 
Materiais cirúrgicos, Petrovitsh.  
Microscópio de contraste de fase, Olympus. 
Microscópio estereoscópico, Olympus. 
Microscópio epifluorescente, Olympus. 
Software Universal Desktop Ruler, AVPSoft. 
Software Graphpad Prism, Graphpad Software Incorporation. 
 
3.2. Animais 
 Foram utilizados embriões de 8,5 dias de camundongos da linhagem C57BL/6. 
A meia noite (0 hora) anterior à presença do tampão vaginal foi estabelecida 
teoricamente como o dia embrionário zero. Seus genitores foram criados no biotério 
setorial do Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, da Universidade 
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Federal de Santa Catarina, sendo mantidos em ambiente climatizado de 23-26º C, com 
ciclo de claro/escuro de 12 horas, dispondo de água e ração ad libitum (ITO; MORITA, 
1995).  A utilização dos animais está de acordo com os princípios éticos de 
experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação animal 
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissão de ética no Uso de Animais 
(CEUA)/UFSC, em 03 de junho de 2005, sob o protocolo de pesquisa/ensino número 
338/CEUA e 23080.007342/2005-26/UFSC 
 
3.3. Cultura de células 
3.3.1. Culturas primárias 
Culturas primárias de células da CN cefálica de camundongos foram preparadas 
utilizando metodologia descrita por Ito e colaboradores (1995), com modificações 
desenvolvidas em nosso laboratório. Os embriões foram removidos do útero pela 
utilização de pinças metálicas, sob observação em microscópio estereoscópico. Os 
embriões foram colocados em placa de Petri contendo solução salina tamponada por 
fosfato (PBS) (Anexo I) e as pregas neurais foram então removidas com o auxilio de 
agulhas entomológicas de tungstênio. As pregas neurais foram colocadas sobre placas 
de cultura de 35 milímetros de diâmetro, previamente revestidas com CL IV murino, FN 
de plasma humano ou LN murina. Em todos os casos as proteínas foram dissolvidas 
em água na concentração de 20µg/mL, sendo incubadas à temperatura ambiente por 
45 minutos (para LN e FN) ou 3 horas (para CL IV), de acordo com especificações do 
fabricante. Após um período de 24 horas, as pregas neurais e seus componentes 
epiteliais foram removidos mecanicamente, com o auxilio de agulhas entomológicas de 
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tungstênio, tendo deixado-as aderidas à placa de cultura apenas as células da CN que 
emigraram do explante (Figura 10). As culturas foram mantidas por 1, 3, 6, 9 ou 12 dias 
em estufa úmida contendo 5% de CO2 e a 37º C, com troca de meio a cada 3 dias.  
 
Figura 10. Procedimento cirúrgico para a remoção do embrião de camundongo 
de 8,5 dias e do tubo neural. (A) Útero (B) Membranas extraembrionárias e útero. (C) 
Âmnion com embrião e membranas extraembrionárias. (D) Embrião. (E) Porção da região 
cefálica. Barra = 450µm 
 
3.3.2. Culturas secundárias 
Para a realização das culturas secundárias, foram utilizadas culturas primárias 
de 48 horas. As pregas neurais foram removidas como descrito acima para as culturas 
de 24 horas. O meio de cultura foi aspirado, a cultura foi lavada três vezes com PBS e 
em seguida foi adicionada solução Tripsina-EDTA por 30 segundos. A reação foi 
bloqueada pela adição de αMEM contendo 10% de SFB. As células foram então 
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centrifugadas (5 minutos, 2000 rpm), re-suspensas em meio complexo (vide item 
3.3.3.) e semeadas em placas revestidas com CL IV ou FN como descrito acima. 
 
3.3.3. Meio de Cultura 
As células foram cultivadas em meio complexo (LAHAV et al., 1998;  TRENTIN 
et al., 2004) contendo 88% de α-MEM, 10% de SFB, 2% de extrato de embrião de 
galinha (Anexo II), hidrocortisona (0,1μg/mL), transferrina (10μg/mL), insulina (1ng/mL), 
T3 (0,4ng/mL), glucagon (0,01ng/mL), EGF (0,1ng/mL), FGF (0,2ng/mL), penicilina (200 
U/mL) e estreptomicina (10 µg/mL).  
 
3.4. Avaliação da migração celular 
A migração das células da CN a partir das pregas neurais foi obtida pela medida 
do halo de migração, descontado o valor da área das pregas neurais (Área migração = 
Área total das células migradas com o explante – Área do explante) (HUANG et al., 
1998), calculados pelo software Universal Desktop Ruler. 
 
3.5. Imunocitoquímica 
A presença de marcadores de fenótipos celulares foi avaliada como previamente 
descrito (LAHAV et al., 1998;  DUPIN et al., 2000;  TRENTIN et al., 2003;  TRENTIN et 
al., 2004). As monocamadas foram fixadas com 4% de Paraformaldeído por 20 minutos 
à temperatura ambiente e as membranas celulares permeabilizadas com PBS 
contendo 0,2 % de Triton X100 (PBS-Triton) por 20 minutos. Os sítios inespecíficos de 
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ligação dos anticorpos foram bloqueados pela incubação com 10% de SFB diluído em 
PBS por 1 hora.   
Após os passos de fixação, permeabilização e bloqueio, foram realizadas 
reações de imunocitoquímica utilizando-se anticorpos primários específicos para 
marcadores de células gliais (anti-GFAP, policlonal, 1:250), de neurôrios (anti-
βTubulina III monoclonal, 1:2000) e de miofibroblastos (anti-SMA monoclonal, 1:300). A 
incubação com os anticorpos primários foi realizada por um período de 1 hora a 37oC. 
A seguir procedeu-se às lavagens (3 lavagens de 5 minutos sob leve agitação com 
solução de PBS acrescido de 0,05% de Tween 20 - PBS-Tween) e à nova incubação (1 
hora, a temperatura ambiente) com os anticorpos secundários anti-IgG de coelho 
conjugado à FITC (1:80), anti-IgG1 de camundongo conjugado à TxRd (1:75) e anti-
IgG2a de camundongo conjugado à TxRd (1:100). Após 3 novas lavagens com PBS-
Tween, as células foram incubadas com DAPI (50ng/mL) por 15 segundos, à 
temperatura ambiente, para análise do número total de células. As placas de cultura 
foram recobertas com solução de glicerina em tampão carbonato-bicarbonato a pH 9,0 
(glicerina tamponada). As células foram observadas e fotografadas em microscópio 
epifluorescente. 
 
3.6. Avaliação da Morte Celular por Apoptose 
Os eventos que caracterizam a apoptose foram avaliados pela fragmentação da 
cromatina, através da utilização do corante DAPI que permite a visualização nuclear 
(VILLEGAS et al., 2006). As células foram cultivadas em placas de cultura como 
descrito acima durante 6 ou 12 dias. As células foram fixadas e coradas com DAPI, 
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como descrito no item 3.5.1 e observadas em microscópio epifluorescente.  Do total de 
núcleos contados foi determinado o número de núcleos apoptóticos (Figura 15) para 
quantificar a porcentagem de células em processo de morte celular. 
 
3.7. Avaliação da Proliferação celular por incorporação com BrdU 
A proliferação foi avaliada por ensaio de incorporação BrdU, padronizada em 
nosso laboratório. Após 0, 2, 5 ou 8 dias de cultura, as células foram incubadas por 24 
horas com BrdU (diluição 1:100) e a seguir fixadas e permeabilizadas como descrito 
acima. As células foram então lavadas com água destilada e incubadas com 2N de 
ácido clorídrico por 15 minutos, à 37o C. As culturas foram novamente lavadas com 
PBS e procedeu-se à reação de imunocitoquímica descrita no item 3.5.1 utilizando-se o 
anticorpo primário murino anti-BrdU (diluição 1:500) e o anticorpo secundário cunicular 
anti-IgG1 murina conjugado a FITC. Os núcleos foram corados com DAPI para análise 
do número total de células. 
 
3.8. Ensaio de Inibição por GRGDS  
Para esse ensaio foram utilizadas culturas secundárias preparadas em substrato 
de FN. Após 12 horas de cultivo, o peptídeo de glicina-arginina-glicina-asparagina-
serina (GRGDS) foi acrescentado ao meio nas concentrações de 0, 250 ou 350 μg/mL. 
O meio contendo GRGDS foi substituído a cada 3 dias. As células imunomarcadas para 
SMA foram quantificadas no décimo dia de cultura secundária. 
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3.9. Análise Estatística 
A significância das diferenças foi avaliada através da análise de variância de 
uma via (ANOVA), seguido do teste de múltipla comparação de Bonferroni, quando 
necessário, pelo programa Graphpad Prism. Os resultados foram considerados 
significantes quando p<0,05. 
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5. Discussão 
No presente estudo pode-se demonstrar que a MEC exerce um importante papel 
não apenas na migração, como já mencionado na literatura (DUBAND; THIERY, 1987;  
TAN et al., 1987;  BRONNER-FRASER, 1988;  NEWGREEN, 1989;  PERRIS et al., 
1991;  ERICKSON; DUONG; TOSNEY, 1992;  PERRIS et al., 1993a;  PERRIS et al., 
1993b;  DELANNET et al., 1994;  LANDOLT et al., 1995;  PERRIS et al., 1996;  RING; 
HASSELL; HALFTER, 1996;  DESBAN; DUBAND, 1997;  KIL et al., 1998;  LE 
DOUARIN, 1999;  SCHAUMBURG-LEVER et al., 2000;  ALFANDARI et al., 2003), mas 
também na proliferação e diferenciação das células da CN.   
Os resultados obtidos demonstraram que a FN é capaz de favorecer a 
diferenciação das células da CN em miofibroblastos após a fase inicial de migração a 
partir das pregas neurais. Esse efeito envolve, ao menos parcialmente, as interações 
de sítios RGD de FN com as integrinas destas células. Tal processo leva a uma maior 
expressão do fenótipo de miofibroblastos sobre FN quando comparado com as outras 
proteínas da MEC estudadas (LN e CL IV). 
 
5.1. Efeito diferencial da matriz extracelular na migração das células da crista 
neural cefálica 
A maior migração da CN sobre FN e CL IV quando comparadas com LN 
observada em nossos resultados, pode ser explicada pela diferença do perfil de 
expressão de moléculas de adesão envolvidas na interação CN-MEC (principalmente α 
integrinas) (AUMAILLEY; KRIEG, 1996;  ALFANDARI et al., 2003;  COLES et al., 2006). 
Outra possibilidade seria a modulação dos níveis de integrinas na superfície destas 
células por processos de internalização e/ou reciclagem de uma forma substrato-
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dependente (STRACHAN; CONDIC, 2004). Estes resultados podem ainda ser 
relacionados aos previamente descritos em CN de aves, onde se estudou a migração 
das células da CN sobre FN e LN in vitro. Nestes experimentos foi observado que a 
MEC é capaz de modificar os níveis de integrinas por alterações pós-traducionais, 
influenciando consequentemente na velocidade de migração das células de uma 
maneira substrato-dependente (STRACHAN; CONDIC, 2003).  
 
5.2. Efeito da matriz extracelular na diferenciação e proliferação da crista neural 
cefálica 
O modelo de CN tem sido freqüentemente utilizado no estudo do processo de 
diferenciação celular. Neste modelo, há uma relação direta entre rotas migratórias e 
destinos fenotípicos das células, sendo este processo instrutivo e presente tanto no 
momento da saída do tubo neural quanto durante e após a migração (CHRISTIANSEN; 
COLES; WILKINSON, 2000). Diversos elementos participam da orientação migratória 
das células da CN, exercendo papel permissivo, indutivo ou inibitório, influenciando 
assim os destinos fenotípicos destas células (ROBINSON et al., 1997;  PERRIS; 
PERISSINOTTO, 2000).  
Grandes avanços têm sido feitos na identificação de sinais extracelulares e 
fatores de transcrição que influenciam a especificação e a diferenciação da CN 
(GREENWOOD; TURNER; ANDERSON, 1999;  PISANO; BIRREN, 1999;  WHITE; 
ANDERSON, 1999). Dentre as diversas classes de moléculas sinalizadoras e 
transdutoras de sinal pode-se destacar Wnt-1, Wnt-3a, endotelina 3, fator de 
crescimento de células tronco (SCF) e fibronectina na diferenciação de melanócitos 
(DORSKY; MOON; RAIBLE, 1998;  TAKANO et al., 2002), fator de crescimento de 
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neurônios, FGF, BMP-4, BMP-7 e BMP-2 na diferenciação de linhagens neuronais 
(REISSMANN et al., 1996;  VARLEY; MAXWELL, 1996;  SCHNEIDER et al., 1999;  
FORANDER; BROBERGER; STROMBERG, 2001), fator de crescimento de células 
gliais na diferenciação de células gliais (LEIMEROTH et al., 2002), fator de crescimento 
transformador (TGF) na diferenciação de músculo liso (LI et al., 2007) e Sonic Hedhog 
na diferenciação de cartilagem (BRITO; TEILLET; LE DOUARIN, 2006).  
Um padrão marcante do desenvolvimento da CN é a produção de determinados 
derivados celulares de maneira região-especifica ao longo do eixo antero-posterior do 
embrião. A região cefálica produz derivados ecto-mesenquimais, incluindo tecidos 
conjuntivos, cartilagem, miofibroblastos e ossos (DARLAND; LEBLANC, 1996), ao 
contrario do que ocorre na região truncal, onde não há produção de derivados 
mesenquimais (NAKAMURA; AYER-LE LIEVRE, 1982). Essas diferenças regionais dos 
fenótipos da CN parecem ser determinadas parcialmente por sinais presentes na fase 
pós-migratória (DARLAND; LEBLANC, 1996). Ensaios in vitro vêm demonstrando que a 
MEC promove e/ou permite a diferenciação da CN em determinados derivados 
celulares, sendo os mecanismos envolvidos ainda pouco conhecidos (LORING; 
GLIMELIUS; WESTON, 1982;  ROGERS; BERNARD; WESTON, 1990;  TAKANO et al., 
2002). Estudos em aves demonstraram o papel de FN, LN e CL na expressão de 
melanócitos e de células catecolaminérgicas (LORING; GLIMELIUS; WESTON, 1982;  
ROGERS; BERNARD; WESTON, 1990). Da mesma forma, em CN de camundongos foi 
demonstrado o papel de FN e do SCF na diferenciação, proliferação e migração de 
melanócitos (TAKANO et al., 2002). No presente trabalho, foi demonstrado o papel 
instrutivo de FN sobre a diferenciação das células da CN em miofibroblastos, não sendo 
este fenômeno resultado de diferenças em processos de migração e morte celular. Os 
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resultados obtidos em conjunto sugerem que a proliferação celular parece não ser o 
principal fator a contribuir para a maior proporção de miofibroblastos sobre FN. O 
aumento do percentual de miofibroblastos em proliferação ao longo do período de 
cultura, parece ser resultado direto do incremento da população total proporcionada 
pela diferenciação destas células.  
A deposição de FN por células da CN cefálica no início do processo de migração 
foi relatada em experimentos in vivo. Estas células encontram-se envolvidas por FN 
desde o momento de saída do tubo neural até a subseqüente migração adentrando nos 
arcos branquiais (NEWGREEN; THIERY, 1980). Todavia não fica claro, por estas 
observações, se a FN é produzida pela CN cefálica ou por tecidos vizinhos. Leblanc 
(1994) demonstrou que a CN cefálica e a CN truncal diferem em seu padrão de 
expressão de FN durante o desenvolvimento in vitro. Observou-se que células da 
porção cefálica apresentam duas fases distintas na expressão de FN: uma primeira que 
ocorre durante o início da sua saída do explante em direção à placa de cultura e uma 
segunda que é associada ao período de diferenciação no desenvolvimento in vitro. 
Células imunomarcadas para FN representaram um dos tipos celulares mais 
abundantes nas culturas de CN cefálica, não sendo este perfil observado em derivados 
neuronais ou melanocíticos (LEBLANC, 1994). Esta observação permite sugerir a 
hipótese de que células da CN em um ambiente rico em FN apresentam-se 
comprometidas com a diferenciação em células da linhagem mesenquimal (como 
miofibroblastos). 
Interessantemente, Newgreen e Thiery (1980) observaram em seus 
experimentos in vitro que a maior parte das células produtoras de FN apresentava uma 
morfologia achatada, e eram localizadas na periferia dos explantes de tubo neural. Tal 
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resultado sugere que as primeiras células a emigrarem do tubo neural são aquelas que 
apresentam elevada produção de FN. De fato foi possível observar no presente 
trabalho que a maior parte das células com esta morfologia e localização eram 
miofibroblastos (dado não demonstrado). 
Os resultados obtidos neste trabalho permitem sugerir que a FN pode atuar 
como um fator autócrino que inicialmente é depositado pelas células da CN, fornecendo 
a estas um substrato para sua própria migração (NEWGREEN; THIERY, 1980), e em 
um segundo momento, em seu sítio final dentro do embrião, enviando sinais que levam 
à especificação em linhagens mesenquimais (como miofibroblastos). Esta hipótese é 
reforçada pela pequena quantidade de células imunomarcadas para FN em qualquer 
momento do desenvolvimento de culturas de CN truncal (LEBLANC, 1994). Este 
processo pode ser conseqüência da presença de elevados níveis de FN, provenientes 
de células vizinhas nas fases iniciais de migração dorso-ventral da CN, que pode 
sinalizar negativamente a produção dessa molécula da MEC pelas células da CN. Tal 
característica poderia levar à produção de um microambiente pouco propício ao 
desenvolvimento de derivados mesenquimais como condrócitos e miofibroblastos 
(fenótipos não observados in vivo na CN truncal).  
Já é bem aceita a idéia de que o processo de diferenciação dos miofibroblastos é 
regulado por citocinas (como TGF-β e SCF) e moléculas de MEC (SHAH; GROVES; 
ANDERSON, 1996;  SERINI et al., 1998;  DESMOULIERE; CHAPONNIER; GABBIANI, 
2005). As células da CN interagem com diversos sítios de ligação de FN, incluindo o 
domínio RGD, através de integrinas que contribuem em processos de adesão, 
morfologia e migração celular (DUFOUR et al., 1988). Além disto, vias de sinalização 
envolvendo integrinas têm sido relacionadas ao controle da proliferação e diferenciação 
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de células de músculo liso vascular (MORLA; MOGFORD, 2000). No presente trabalho 
foi demonstrado que o domínio RGD de FN está envolvido na especificação da CN em 
miofibroblasto, sugerindo que a interação FN/integrina possui um papel fundamental 
neste processo. Os resultados obtidos no presente trabalho são comparáveis ainda aos 
que demonstram o efeito de FN, por meio de seu sitio RGD, na diferenciação de células 
da CN em melanócitos (TAKANO et al., 2002). Levando em conta resultados de 
culturas de células de músculo liso de artéria coronária suína apresentados por Morla e 
colaboradores (2000), onde se observou a ativação de cinases de adesão focal por FN, 
pode-se ainda sugerir que a ativação destas cinases possa apresentar relevância no 
efeito da FN sobre a expressão de miofibroblastos em culturas de CN.  
As α4 integrinas, largamente expressas em células da CN em migração (PINCO; 
LIU; YANG, 2001), também têm sido correlacionadas pela literatura como importantes 
mediadoras dos efeitos da FN sobre a expressão de músculo liso. Estas moléculas 
encontram-se presentes em diversas fases do desenvolvimento de tecidos que contém 
derivados da CN como aorta (DUPLAA et al., 1997), endotélio de vasos sanguíneos e 
mucosa do esôfago (SHEPPARD et al., 1994), podendo ser outro potencial mediador 
dos efeitos da FN sobre a diferenciação da CN em miofibroblastos.  
 
5.3. Considerações finais 
Em todas as condições testadas, na análise feita no décimo segundo dia de 
cultura, constatou-se que entre 48 e 77% das células eram negativas para todos os 
fenótipos avaliados (Figura 13). Este processo pode resultar, em parte, da elevada 
proliferação de células não imunomarcadas para o fenótipo de miofibroblasto no sexto 
dia de cultura, que dentre outras podem corresponder a células tronco. Tal hipótese 
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poderia ser testada pelo uso de marcadores de progenitores multipotentes 
indiferenciados, como Slug, Snail, FoxD3 e HNK-1. Outra possibilidade é a de que 
parte destas células negativas correspondam a células gliais indiferenciadas que ainda 
não marcam para GFAP (um marcador de estágios intermediários/avançados de 
diferenciação deste fenótipo). De fato observou-se em experimentos pontuais, que no 
décimo segundo dia de cultura, entre 38 e 45% das células eram imunomarcadas para 
o receptor de baixa afinidade das neurotrofinas (p75) (dados não apresentados neste 
trabalho), sugerindo que partes das células não marcadas possam corresponder à CN 
indiferenciada (WONG et al., 2006) ou células gliais jovens (KAMEDA, 2007). O uso de 
marcadores de células gliais pouco diferenciadas como a proteína glial zero (P0) 
permitiria a observação de uma maior proporção de células gliais em todas as 
condições avaliadas, especialmente se forem levados em consideração os resultados 
obtidos pela marcação de mielina de células de Schwann no modelo de codornas 
(COSTA, 2006). 
Pode-se ainda considerar que dentre as células não marcadas possa haver 
células comprometidas com fenótipos não analisados neste trabalho. Tal hipótese 
poderia ser avaliada lançando-se mão de marcadores como TRP2 (melanócitos), S100 
e O4 (céluals gliais imaturas), CL 2a1 (condrócitos) e Runx2 (osteócitos).  
Em resumo, no presente trabalho demonstrou-se que o domínio RGD da FN 
está envolvido na diferenciação da CN cefálica de camundongos em miofibroblastos 
(Figura 13), sugerindo que a interação FN/integrina desempenha um papel fundamental 
neste processo, possivelmente por meio de mecanismos como ativação de cinases de 
adesão focal. 
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Figura 25. Efeito da FN sobre a diferenciação das células da CN em 
miofibroblastos. O efeito da FN na diferenciação das células da CN cefálica de 
camundongos é influenciado pelo sitio de ligação RGD da FN.   
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6. Conclusões:  
 Os substratos avaliados apresentaram diferentes efeitos sobre a migração de 
células da CN, sendo este processo menos pronunciado sobre LN do que sobre FN e 
CL IV. 
 Os substratos avaliados influenciaram a proliferação das células da CN, tendo 
sido a maior proliferação observada sobre o substrato de LN, seguida pela de FN e CL 
IV. 
 Dentre os substratos avaliados, a FN apresentou maior proporção do fenótipo de 
miofibroblastos, sendo este efeito resultado da ação deste substrato na fase pós-
migratória. 
Os baixos níveis observados de morte celular por apoptose em todos os 
substratos avaliados tornam este fenômeno pouco relevante na maior expressão de 
miofibroblastos sobre FN. 
A maior expressão de miofibroblastos sobre FN se dá pelo efeito sobre a 
diferenciação de células da CN, tendo sido considerada a proliferação um fator menos 
importante neste processo.  
 A interação do sítio RGD de FN com integrinas participa do efeito deste 
substrato na diferenciação das células da CN em miofibroblastos.  
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7. Anexos 
7.1. Anexo I 
Solução Salina de fostato Tamponada (PBS)  
Adicionar a 1 litro de água destilada ou MilliQ 8g de Cloreto de Sódio (NaCl), 
0,09g de Cloreto de Potássio (KCl),  3g  de Fosfato de Sódio dibásico (Na2HPO4 (2H2O) 
e  0,4 g de  Fosfato de Potássio monobásico (KH2PO4 (H2O).  
Verificar o pH que deverá estar em 7,4. Se estiver inferior ou superior ao 
desejado corrigir com solução de Hidróxido de sódio (NaOH) a 2N ou Ácido clorídrico 
(HCl) a 2N, respectivamente, até atingir o pH desejado.  
 
7.2. Anexo II 
Extrato de embrião 
Incubar ovos fertilizados de galinha por um período de 11 a 14 dias a 37ºC em 
incubadora úmida. Limpar a casca dos ovos cuidadosamente com etanol a 70%. 
Quebrar os ovos, depositando os embriões em placas de petri contendo PBS a 4ºC 
(utilizar aproximadamente 7 mL de PBS para cada 3 embriões).  
Remover os olhos dos embriões com a ajuda de uma tesoura. Macerar então os 
embriões com a ajuda de uma seringa de 20 mL, passando-os diretamente para um 
tubo de centrífuga estéril de 50 mL (10 embriões por tubo). Adicionar ao tubo volume 
equivalente de meio de cultura Alpha-MEM, passando todo o conteúdo do tubo 
novamente por uma seringa de 20 mL.  
Centrifugar o tubo de 50 mL à 2000 rcf, à 7ºC, por 10 minutos. 
Filtrar o sobrenadante inicialmente em um pré-filtro de 0,8 µm, passando 
posteriormente por uma membrana de 0,45µm. 
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